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は じ め に
 クロマ トグラフィーにごよる混合物の分離は非常に効
率が良 く,ま た成分の回収率 も良い。このため食品の
成分の分離,精 製にも多 く用いられ,同 定も標品とRf
値を比較する簡便 な方法で行なわれ るものが多い。そ
の うえ,他 のスペ ク トル的方法か ら得 られ る情報も併
用す ると,物 質の確認がさらに容易である。 このため
今 日では,ク ロマ トグラフ ィー,お よび機器による構
造決定は実験室での ごく普通の操作といえる。 この よ
うな現状か ら食物科の実験でも,基 礎的な段階か らク
ロマ トグラフィー,機 器分析(UV, IR, NMRな
ど)を 導入す ることは,望 ましいことと思われる。
 この立場から本学においても,現 在一回生の基礎化
           1)
学実験でRod O'COnnerの 論文に基づき,コ ーヒー
豆,茶 葉を材料 としてアルカロイ ドを抽出し,薄 層 ク
ロマ トグラフィーに よる分離 同定,お よびガスクロ
マ トグラフ ィー,赤 外線吸収スペ クトル,核 磁気共鳴
吸収スペ ク トルに よる同定を,融 点測定 と共に実施 し
ている。
 しか し,未 経験な多数(1ク ラス約70名)の 学生を
対象とした学生実験に薄層クRマ トグラフィーを用い
る時,熟 練 した研究者が行な うのとは,お のず と異な
った次の ような問題点があげ られる。
 1.時 間と設備の両方に制約されているため,例 え
ば,薄 層 プレ0ト を学生 自身にひかせる余裕がない。
もし,こ れをさせると,本 来の 目標がぼやけて,吸 着
剤薄層をガラス板上にひ く技術の習得で終 ってしまう
ことにな りかねない。
 2.未 経験者が実施 して も,一 応,初 期の目標を果
た しうる再現性の高い実験条件の設定が望ましい。
 3.未 経験な学生が行 なっても危険性(健 康上,防
火上など)の ない方法を採用す る必要がある。
 このような立場か ら以下検討を行ない,さ らにsコ
ーヒー豆,茶 葉の抽出物以外の一般のプ リン系アルカ
ロイ ドに対する適用も考慮 した。
従 来 の 経 過
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 原報 では,caffeine, theobromineの 二種 のアル カ
ロイ ドを対象 として い る。薄 層 プ レー トは各 自顕 微鏡
用 の ミク ロス ライ ドガ ラスを用 い,こ れを クロ ロホル
ムに シ リカゲルGを 懸 濁 させた ものに浸 して作製 し,
caffeineは ク..ホ ル ムに, theobromineは 希水酸 化
ナ トリウム溶液 に溶か して スポ ッ トしてい る。 また,
展 開溶媒は ク ロロホル ム:95°oユ タノール溶液=9:
1を 用い,検 出は まず 三 ヨウ化 カ リウムの2%エ タ
ノール溶液 を,つ いで50%エ タノール溶液 を溶媒 と
した12°o塩 酸 溶液 をふ きつけ て発 色 させて いる。
 この方法 を三 種 のアル カ ロイ ドに 応用 し,か つ,先
に も述べ た よ うに,一 定 時 間で未経 験な多数 の学生 を
対 象 とす る学生 実験 の実 情に合 うよ う,こ れ まで薄 層
プ レー ト,展 開溶媒,発 色法 な どを検討 し次 の よ うに
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変更実施してきた。
変更点は，未経験者の取り扱いやすい薄層プレート
として Merck社製の DC-Fertigplatten-Kieselge160
を使用し， スポットの方法は caffeineはクロロホル
ムに，他は希水酸化ナトリウム溶液に溶かし，クロロ
ホルム:アルコール性水酸化カリウム飽和溶液=9:1 
の展開溶媒で展開し，ヨウ素蒸気により発色検出する
ようにしたことである。
この方法は，スポット用検液の溶媒を二種類用い，
またヨウ素による発色後，希水酸化ナトリウム溶液で
溶かしたアルカロイドは原点に褐色のスポットが残り，
さらに theobromineの確認が確実でなく， 試料のス
ポットとまぎらわしい欠点があった。
今回これらの点を改めるべく以下の実験を行なし、，
一応の成果を得たので、報告する。
実 験
(1) 薬品
caffeine， theobromine， theophyllineは市販特級試
薬を用い， hypoxanthine， xanthineは興人の試薬を
用いた。溶媒およびその他の試薬は市販一級品を精製
することなく用いた。
(2) スポット用検液の溶媒の検討
未経験な学生が実施した場合，三種のアルカロイド
のうち theobromineの確認が一番むずかしいので，
まず theobromineの溶解度が大きく， 他のアルカロ
イドをも溶解させる溶媒を検討した。検討した溶媒は，
2N水酸化ナトリウム， 6Nアンモニア水， 2N塩酸，
6N酢酸である。
(3) 展開溶媒
展開溶媒は第E表に示した各種の組合せを用いた。
展開にあたっては DC-Fertigplatten-Kieselge160プレ
トー (5cmx20cm)を半分に切り，下から 1cmのと
ころにアルカロイドをスポットした。展開溶媒を入れ
たインスタントコーヒーの空瓶に先のプレートを入れ
て密閉し，室温下で約 8cm展開する。
(4) 検出法
展開後，プレートの溶媒を蒸発させ第 l表に示した
各種検出法を試みた。
(5) 薄層プレートの固着剤の分析
Merck社製 DC-Fertigplatten-Kieselgel60から削
り落した吸着剤(+固着剤)を6N塩酸に浸し固着剤
を遊離させる。浸出液をヌッチェを用いて吸引ろ過し，
6N塩酸で洗浄後，ろ液と洗液はエバポレーターを用
いて濃縮し蒸発乾固させる。水分を取り除くとともに
赤外線吸収スベクトル用の試料を作るため，四塩化炭
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第 I表 プリン系アルカロイド検出試薬
1)酸性ヨウ化物溶液3)
B)硫酸酸性過マンガン酸カリウム溶液3)
目〉硝酸水銀(1)溶液3)
!v)クロラミンT3)
V)アセトン中に酒石酸，ヨード，塩化鉄(目〉を含
む溶液3)
VI) Dragendorff試薬2)
班)紫外線照射2)
四〉ヨウ素蒸気
!x)その他
素を加えてー，二度同様の操作を繰り返す。この一部
で赤外線吸収スベクトルをとる。(第 I図 c) 
沈でんは水で洗浄後，陶土板の上で水分を取り除き，
赤外線吸収スベクトルをとる。(第 i図-b)
薄層プレートの吸着剤(+固着剤〉の一部を削りと
り，そのまま赤外線吸収スベクトルをとる(第 I図-
a) 
なお，赤外線吸収スベクトルの測定にはすべてKBr
錠剤法を用L、， 日本分光製 IRA-1形回折格子赤外分
光光度計を使用した。
結果と考察
(1) スポット用検液の溶媒
theobromineは有機溶媒には溶けず，酸や塩基にの
み溶解する。 2N水酸化ナトリウムにはよく溶けるが，
このプレートを使用する限りどの様な展開溶媒を用い
ても原点に褐色のスポットが残る。 2N塩酸にもよく
溶けるが， 2 N塩酸は薄層プレートの固着剤を侵す
(後述〉ため，共に使用に適しない。 6Nアンモニア
水， 6N酢酸ではどちらも溶け離いが，直火または熱
湯で温めてできるだけ溶かし，この飽和溶液でスポッ
トすることができる。
なお，後述するように， hypoxanthineに適用した
場合，テーリングしない点で6N酢酸が最もすぐれて
いる。
(2) 展開溶媒
各種展開溶媒を用いて行なった結果は第1表に示し
Tこ。
一般に，試料を6Nアンモニア水に溶かした場合も
6N酢酸に溶かした場合も同ーの Rf値を与えるが，
1 )，-..._国〉は試料の6Nアンモニア水溶液を用いてスポ
ットしたため展開溶媒にも塩基性のジエチルアミンや
アンモニア水を添加した。
その結果， V)は展開溶媒の中に n-プタノールが
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第E表 プリン系アルカロイドの展開溶媒と Rf値
展 開 溶 媒
l) クロロホノレム2)
l) クロロホルム/ジェチルアミン2)
目〉 クロロホルム/アセトン/ジエチルアミンお
!v) シクロヘキサン/ジエチルアミン2)
V) アセトン/アク水ロ3ロホノレム/nー プタノール/28%
アンモニ 〉
百〉 アセトン/:クロロホノレム/アセトニトリル/28%
アンモニア水
W) アセトン/クロロホノレム/アセトニトリノレ/28%
アンモニア水
四〉 アセトン/クロロホルム/28%アンモニア水
])0 アセトン/クロロホノレム
X) アセトン/クロロホルム
)江〉 アセトン/クロロホルム/酢酸
X1I) クロロホノレム/メタノール
XID) クロロホルム/エタノーノレ
X!V )クロロホルム/エタノール
用いられているため，展開と溶媒の蒸発に長時間かか
り時間的に不適当である。 W)，Vill)は三種のアルカ
ロイドの Rf値の差が著しく，比較的短時間に実験が
できる長所があった。 ])0以下は試料の6N酢酸溶液
を用いてスポットしたが，クロロホルム:エタノール
= 8: 1を展開溶媒に用いると6Nアンモニア水， 6N 
酢酸いずれに溶かした場合も三種のアルカロイドのRf
値に差があり，展開も溶媒の蒸発も早<，さらに回収
溶媒の再生も比較的たやすい利点がある。
なお， hypoxanthineをも含めたプリン系アルカロ
イドを同定する場合には，クロロホルム:エタノール
= 4: 1を用いるとよい。 C後述〉
(3) 検出法
プリン系アノレカロイドの検出法には，第 I表のよう
な試薬が一般に用いられてし、る。
1)， V[)は明確にアルカロイドの確認ができないo
I )， 目〉は爆発の危険や毒性があり， !V)はスプレ
ー後の処理が面倒で時聞がかかる。 V)は咳や涙がで
て学生の健康上望ましくない。 W)の紫外線照射は，
展開後塩素蒸気にあてて2573Aの紫外線を照射すると，
theobromineは黒色， theophyllineは白色のスポット
として検出されたが caffeineは検出できなかった。
以上の点から， Vl.Il)のヨウ素蒸気による検出は手軽
で，検出感度も良好であるので引き続き使用するのが
適当と結論した。
(4) Merck社製プレートの特殊性
Rf値
[割 ム口. 
caffeine Itheobrom判 theo州 line
o. 10 。
l:18テヤグo. 76 0.51 
5 : 4:1 o. 70 0.52 0.21テーリング
9: 1 。 。 。
I 7: 7: 9: 2 o. 63 0.49 0.33 
I 9 : 5 : 9 : 2 I O. 78 0.51 0.16 
I 9 : 2 : 5 : 2 I O. 73 0.51 0.26 
7 : 1 : 1 O. 78 0.47 0.21 
1:2 0.39 0.17 0.24 テーリング
2 : 1 O. 40 0.26 0.33 
14: 2 : 1 0.54 0.50 0.53 
8:1 O. 76 テーリング テーリング
8:1 0.66 0.40 0.47 
4:1 O. 76 0.58 0.63 
Merck社製の DC-Fertigplatten-Kieselge160はシ
リカゲルのひき方が均一で，吸着層がはがれ難いので，
未経験な学生には使用上便利である。このはがれ難い
理由として，固着剤に普通用いられる硫酸カルシウム，
デンプン以外の特殊な固着剤を使用していることが推
定される。この固着剤が薄層クロマトグラフィー実施
にあたって当然影響を与えることが考えられるので，
以下検討を試みた。
赤外線吸収スベクトルは第 l図-a，b， cに示した。
aは薄層プレートから削り落した吸着剤 C+固着剤〉
のスベクトルで， bはこれから固着剤を除いたものの
スベクトルで、ある。 cは薄層プレートから6N塩酸で
とりだした固着剤のスベクトルで、ある。
スベクトル a，bはシリカゲルに特有な Si・0・Si伸
縮振動を 110ucm-1に，Si-OH仲縮振動を 800cm-1に
示している。 3400cm-1の吸収はおもに Si-OHの0・H
伸縮振動である。スベクトル Cは比較的単純で a，b 
と同様 3400cm-1に大きな吸収があるが， これはN-H
伸縮振動と思われる。 1710cm-1と 1630cm-1の二つ
の吸収は C=O伸縮振動を示している。 2900， 2800 
cm-1にメチル基， メチレン基の吸収がわずかしか現
われていないことから，この固着剤はメチル基または
メチレン基をほとんど含んでいないことがわかる。
6N塩酸でとりだした固着剤は，外見上高分子膜状で
水に溶けないことも考慮すると，この結果から，この
プレートは固着剤として尿素系樹脂を用いていると推
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定される。 なお，このスベクトルは， E. E. Lineken 
らが得た AerotexCream 450 (尿素ホルムアルデヒ
ド系樹脂〉の赤外線吸収スベクトルと比較しても，非
常に良く似ている。
また， 固着剤部分の Griess反応の結果は陽性で窒
素の存在を示した。
尿素系樹脂は，重合度が{品、場合，極性の高い溶媒
(a" 
3800 3400 3000 2600 2200 1900 1700 1500 1300 1100 900 700 
、???
3800 3400 3000 2600 2200 1900 1700 1500 1300 1100 900 700 
(c) 
3800 3400 3000 2600 2200 1900 1700 1500 1300 1100 900 700 
第 I 図
a : DC-Fertigplatten-Kieselgel 60の吸着剤(+固着剤〉
の赤外線吸収スベクトル
b:同上吸着剤(+固着剤〉を 6N塩酸で処理し固着剤を
除いた後の吸着剤の赤外線吸収スベクトル
c :向上の固着剤の赤外線吸収スベクトル
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には溶け易い場合があるので，展開溶媒の選択には注
意を要すると思われる。スポット用検液の調製にあた
って2N塩酸を使用するとうまくスポットできないの
も，固着剤が塩酸に侵されるためと思われる。
結論
一定時間で未経験な多数の学生を対象とした学生実
験では，短時間で，また誰が行なっても失敗な
く実験ができることが望ましい。
この点， Merck社製プレートを使用し以下の
条件で実験すると，ほぼ満足すべき結果が得ら
れる。この時の Rf値は第1表 XID)に示した。
すなわち，実験条件としては， 6Nアンモニア
水または6N酢酸で三種のアルカロイドを溶か
し， クロロホノレム:ェタノール=8: 1の展開
溶媒で展開し，後ヨウ素蒸気で発色させて同定
すればよい。
上記三種のアルカロイド以外のプリン系アル
カロイド-hypoxanthine， xanthineについて
この方法を用いる時は，スポット用検液溶媒に
6N酢酸，展開溶媒にクロロホルム:エタノー
ノレ=4: 1を用いると hypoxanthineについて
Rf値 0.13(caffeine O. 76， theobromine O. 58， 
theophylline 0.63)で同定することができる。
xanthineについては， 検出法に問題があり
うまくし、かなかった。
最後になりましたが，この実験にあたり御指
導下さいました谷本岩夫教授に，また実験をお
手伝下さいました東山容子さん，中山保子さん
に深く感謝いたします。
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